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ミトコンドリアＤＮＡ検査緒言
響部の筋肉内より外科的に摘出された石 化組
織は病理組織学的検査のために，フォルマリン固
定，迅速脱 法による処理を経て，パラフィン包
埋標本が作製された。そのパラフィンブロックの
一部をミトコンドリアＤＮＡ解析に用いた。計３個
のパラフィンブロックそれぞれから厚さ印ｍの切
片を４枚ずつ作製し，DNAIsolatorPSkit（和光純
薬）を用いてＤＮＡの抽出を行った。手順の概略は
以下のとおりである。エッペンドルフチューブ内
に入れたパラフィン切片にキシレンを加えて組織切
片を分離したのち，組織切片を50℃，２０分間プロ
テアーゼ処理することにより可溶化し，さらにイソ
プロパノールを加えてＤＮＡを沈殿させ，最終的に
10匹ｌの１０mMTris-HCl/lｍＭＥＤＴＡ（pH8.0）に可
溶化した溶液をテンプレートＤＮＡとしてＰＣＲに用
いた。ＰＣＲで増幅を試みた標的遺伝子は有釣嚢虫
のcytochromecoxidasesubunitl遺伝子（cojrI）と
cytochrome6遺伝子（COD）である。図１のパネルＡ
にはcorI，パネルＢにはCODの増幅結果をそれぞ
れ示した。Ｃｎｎの場合，984ｂｐの断片はすべての
有鉤嚢虫の寄生によって惹起される嚢虫症は，わ
が国においては主に輸入症例として散発的に症例が
報告されている。共著者の一人，長瀬は昨年の本学
会において画像所見に基づいて全身性有鉤嚢虫症と
診断した症例を報告したが，血清学的検査や石 化
病巣の病理組織学的検査では有鉤嚢虫症を裏付ける
所見は得られなかったり。そこで，同症例の病理組
織学的検査のために作製されたパラフィン包埋標本
を用いてミトコンドリアＤＮＡ解析を試みた結果，
有鉤嚢虫遺伝子の検出に成功し，石 化病巣が有鉤
嚢虫（アジア型)に起因することが明らかになった。
強い石 化のために有鉤嚢虫の特徴的な形態観察
が困難であった本症例のような場合，ミトコンドリ
アＤＮＡ解析が有鉤嚢虫症の確定診断にきわめて有
効であることが実証された例として，ここに報告す
る。
症例
臨床症状ならびに経過に関しては，長瀬ら
(2004)Ｄを参照されたい。
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図１ＰＣＲによる有鉤嚢虫ミトコンドリアＤＮＡの増幅
Ａ：cytochromecoxidasesubunitl遺伝子；Ｂ：cytochromeb遺伝子。
NestedPCRによって３個の石 化病巣(SampIel-3)から984ｂｐのＣＯ元八A）
と126ｂｐのｃｏｂ(B）が増幅された。Blank，テンプレートＤＮＡを含まない；
nsoJi"”，postitivecontrol． 
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ネルＢに示したcobの場合には264番目の塩基が
シトシンであったことから，３個の石 化病巣す
べてが有鉤嚢虫アジア型に由来するものであるこ
とが遺伝子レベルで明らかになった。嚢虫症の場
合，病巣組織の変性や石 化のために，有鉤嚢虫
に特徴的な形態が観察されないことがしばしばあ
る4)～7)。そのような場合，病理組織標本を用いた
ミトコンドリアＤＮＡ解析が高い診断学的価値を有
することを最近報告したが8)9)，今回のように強い
石 化を伴った病巣の解析においてもミトコンドリ
アＤＮＡ解析の有効性が実証された。
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図２増幅されたミトコンドリアＤＮＡの塩基配列
比較
Ａ：cytochromecoxidasesubunitl遺伝子；
Ｂ：cytochromeb遺伝子。石 化病巣由来のｃｏｘ７
とＣＯ６両遺伝子の塩基配列（Samplel-3）はいず
れも有鉤嚢虫のアジア型の塩基配列と一致してい
る。
石 化組織から検出することができたが，ｃａｒ１全
長を含む1.8kｂの遺伝子断片はnestedPCRにおい
ても増幅することはできなかった（図示はしてい
ない)。パネルＢのCODの場合もｍｒＩ同様，サイズ
の小さな遺伝子断片（l26bp）は増幅されたが，COD
全長を含む1.3kｂの遺伝子の増幅は困難であった。
フォルマリン固定によるミトコンドリアＤＮＡの断
片化がその理由と考えられた。さらに，増幅された
PCR産物が有釣嚢虫遺伝子であるか否かを確認する
ために，ＰＣＲ増幅産物の塩基配列解析を行った。と
ころで，有鉤嚢虫にはアジア地域に分布するアジア
型(Asiangenotype）と中南米・アフリカに分布する
アメリカ・アフリカ型(American/AhFicangenotype）
の２つの遺伝子型が存在し2)3)，両遺伝子型でよく
保存された塩基が遺伝子全体にわたって散在する。
図２は２つの遺伝子型の鑑別に重要なマーカー塩
基を含む領域の塩基配列を示している。ｃａｕの場
合（パネルＡ)，２６８番目と４３５番目の塩基が鑑別
マーカーであり，石 化病巣から増幅されたもの
ではそれぞれアデニンとグアニンであり，また，パ
△▽ 
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